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GLOSSAIRE

Les folliculites: les plus fréquentes, sont dues au staphylocoque doré. Superficielles, elles se
traduisent par la formation de petites pustules centrées autour d'un poil sur la barbe, les bras,
les cuisses ; elles guérissent spontanément ou deviennent chroniques. Les furoncles et les
anthrax sont des folliculites profondes. Leur traitement consiste en application
d'antisceptiques, parfois en prise d'antibiotiques par voie orale.

Impitégo: Maladie cutanée contagieuse, due a une infection locale superficielle par des
germes pyogenes (staphylocoque [impétigo de Bockhart] ou streptocoque [impétigo vrai ou de
Tilbury-Fox]) développant une lésion bulleuse qui se transforme rapidement en pustule
donnant naissance a une cro(te jaunatre. (L'impétigo atteint surtout les enfants en collectivité ;

il affecte surtout la face et le cuire chevelu.
anthrax: Tumeur inflammatoire du tissu cellulaire, plus grosse que le furoncle.

trachéotomiseés: effectuer une trachéotomie intervention qui consiste a ouvrir la trachée-

artere au niveau de cou lorsque existe un risque d'asphyxie..
onyxis: Toute inflammation d’un ongle .
Hidrosadénite: Inflammation aigue ou chronique des glande sudorpares .

Foliacés: Forment des thalles en forme de lame ou de feuilles, ils sont faiblement appliqués

au substrat et sont facilement détachables par endroits.

Fruticuleux: Présentent des formes barbues ou en laniere et sont fixés en un seul point au

support.
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Introduction

Les antibiotiques représentent 1’un des groupes de médicaments les plus employés en
médecine. Cependant, 1’'usage massif et parfois abusif de ces derniers a contribué¢ a
I’émergence de bactéries multi-résistantes, qui représentent un probléme cliniqgue mondial,
parmi les quelles Staphylococcus aureus sont considérées comme étant les pathogénes multi-
résistant les plus redoutés dans les infections nosocomiales et communautaires (Cavallo et
al., 2004 ; Gordon et Wareham, 2010).

La bactérie Staphylococcus aureus est responsable de nombreuses infections chez
I’Homme et compte parmi les agents pathogenes les plus souvent isolés des infections
(Vincenot et al., 2008).

Plusieurs souches de Staphylocoque sont maintenant considérées multi-résistantes et les
premiéres souches de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) ont été
décrites pour la premiere fois en 1961 (Tremblay, 2008; Vincenot et al., 2008).

SARM sont des bactéries qui ont une grande importance en médecine humaine, ils sont
résistants a tous les antibiotiques de la famille des béta-lactamines. De plus, les SARM sont
souvent résistants a un grand nombre d’autres antibiotiques et le traitement des infections
causées par ce pathogénes est beaucoup plus colteux que celui d’une infection a S. aureus
(Lodise et al., 2007).

Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques a conduit les
scientifiques a chercher des substances naturelles dotées d’activité antimicrobienne. Tels, les
substances extraites de lichens et qui peuvent présenter de nouvelles sources alternatives de
substances bioactives ( Karithikai et al., 2011). L'intérét de 1’utilisation médicinale de ces
derniers est due a leurs métabolites secondaires qui présentent d’éventuelles propriétés
biologiques, y compris antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antivirales, anticancéreuses
(Karithikai et al., 2011).

En effet, les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches in vivo
comme in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les
composés phénoliques ( Karithikai et al., 2011).

Parmi les lichens nous avons I’espéce Evernia prunastri, espéce la plus utilisée dans
I'industrie de parfum, appliquée dans notre étude dont études les métabolites de cette espéce et

qui s’averent avoir plusieurs activités biologiques (Alpsoy et al., 2013).

Dans ce contexte, s'inscrit dont le but principal est d’étudié 1’effet des fractions

chloroformiques et d’acétate d’éthyle de lichen Evernia pronastri de la région de Taher sur la




Introduction

cinétique de croissance de Staphylococcus aureus dont une est résistante a la méticilline
(SARM).

Pour développer cet aspect nous avons procédé comme sulit :
o Etude de P’activité antibactérienne de diverses fractions par la méthode des disques
(aromatogramme sur milieu solide) ;
o Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) par la méthode en
microdilution (aromatogramme en milieu liquide) ;
o Etude de D’effet des fractions les plus actives sur la cinétique de croissance de
Staphylococcus aureus.

« Analyse statistique de différents résultats obtenus.
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Chapitre | Généralités sur Staphylococcus aureus et SARM

1. Généralités sur Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie ubiquitaire que 1’on retrouve fréquemment sur la
peau et dans les narines des personnes. C’est une bactérie commensale de la flore
cutanéomuqueuse de L’Homme. Un portage nasal permanent est retrouvé chez 30 % des
individus. 1l est également responsable d’infections variées aussi bien en milieu communautaire
qu’hospitalier et c’est 1’un des principaux agents étiologiques des infections suppuratives
superficielles et profondes ainsi que des syndromes liés a 1’action des toxines. Son pouvoir
pathogene est lié particuliérement a I’expression de nombreux facteurs de virulence (Nour et al.,
2005 ; Nhan et al., 2012).

2. Taxonomie et Classification
Le nom commun « Staphylococcus » qui dérive du grec « staphyle » qui signifie grappe de
raisin, et « kokkos » qui signifie grain, a été proposé par Ogeston en 1883 (Frene et al., 2007).

Selon « Bergey’s Manuel of systematic bacteriology » 1’espéce Staphylococcus aureus est
classée comme suit :
Domaine : Bacteria

Phylum : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espeéce : Staphylococcus aureus (Dworkin et al., 2006)

3. Habitat

Staphylococcus aureus est tres répondu dans la nature (le sol, 1’eau, I’air, les poussiers et la
surface des plantes) (Leclere et al., 1995). Cette bactérie est trés répondue chez I’Homme et
dans de nombreuses especes animales (Grosjean et al., 2011). Chez ’Homme, environ un tiers
des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au niveau des mugqueuses
(principalement les fosses nasales) et les zones cutanées humides (les perinees, les aisselles)
(Nauciel et Vildé, 2005).
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4. Caractéres bactériologiques et culturaux
S .aureus sont des coques a Gram positif de 0,5 a 1,5um de diameétre qui sont associées par
paire, en chainettes de 3 a 5 coques, ou en amas irréguliers en « grappe de raisins ». Ils sont

immobiles et non sporulés (fig. 1) (Sutra et al., 1998 ).

Fig. 1 : Aspect de S. aureus en microscopie électronique (X 20000)( Alioua, 2015)

S. aureus est une bactérie aérobie-anaérobie facultatif, c’est un germe mésophile dont la
température optimale de croissance est comprise entre 30 a 37°C (Sutra et al., 1998). Il se
cultive facilement sur les milieux usuels et aussi sur des milieux riche en NaCl (Freney, 2007).

Il est capable de se multiplier a des valeurs de pH comprise entre 4,2 et 9,3 avec un pH
optimal de croissance de 7 a 7,5 (Sutra et al., 1998).

Sur milieux gélosés S. aureus produit des colonies circulaires, a bord régulier, bombées et
luisantes et plusieurs de souches de S. aureus produisant des colonies pigmentées en jaune doré
plus ou moins intense (Sutra et al., 1998).

Elle possede une coagulase (enzyme provoquant la coagulation du plasma), ce qui la
distingue de la plus part des autres espéces de Staphylocoques, et peut produire également de

nombreuses toxines (Freney, 2007).

5. Facteurs de virulences
La virulence des souches de S. aureus est liée a la production d’une grande variété des

composés (Sutra et al., 1998) qui sont associées a :

Paroi

Protéine A: adhésine et facteurs de protection contre la phagocytose. Coagulase liée ou
Clumping factor: recepteur pour le fibrinogéne permettant 1’agrégation bactérienne grace aux
ponts de fibrines (Bainchi et al., 2013).
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Facteurs de virulence excreétés

a) Hémolysines : responsable d’une hémolyse B complete (Bainchi et al., 2013)

b) Coagulase libre : C’est une protéine provoquant la coagulation du plasma humain ou de
lapin. Elle joue un role dans la formation de thrombophlébites suppurées et inhiberait la
phagocytose (Avril et al., 1992).

c) Super antigénes : ces toxines pyrogenes se lient au CMH de type Il et causent une
prolifération majeure de lymphocytes T avec production de cytokines, il y a:

« Entérotoxines : Elles sont responsables du choc toxique staphylococcique et de toxi-

infection alimentaire.

o TSST-1 (toxicshocksyndromtoxin 1): Impliquer dans la majorité des cas de choc

toxique Staphylococcique (Nauciel et Vildé, 2005)

d) Leucocidine de Panton-Valentine (PVL): Détruit tres spécifiquement les polynucléaires
et les macrophages de I'nomme et du lapin, sur lesquelles elles se fixent et provoquent la
formation de canaux membranaires laissant passer les cations divalents ( Gordon et Lowy,

2008).

6. Pouvoir pathogéne
Les manifestations cutanées des infections staphylococciques peuvent étre liées au
développement local d’une infection suppurative ou bien a I’expression d’une exotoxine. S.
aureus peut étre a l'origine d’une :
> Infection superficielle se traduit par un impétigo, un onyxis ou une folliculite ;
> Infection profonde qui est représentée par des abces ;
> intrafolliculaires de toute la gaine du poil appelés furoncles, ou par des infections des
canaux des glandes sudoripares appelées hidrosadénites ;
> L'anthrax est un conglomérat de furoncles formant de gros nodules inflammatoires
pleins de pus. Furonculose et hidrosadénite peuvent étre récidivantes. Ces récidives sont
parfois liées a des facteurs déclenchant : diabéete, surmenage...
On observe aussi des infections cutanées associées a la présence de cathéters ainsi que des
psoriasis ou des eczémas (Dumitrescua et al., 2008).
6.1. Septicemies a S. aureus
Elles correspondent a la multiplication et la dissémination de S. aureus dans la circulation

sanguine (Sutra et al., 1998 ).
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Les staphylococcémies sont causées et entretenues par un foyer infectieux primaire
compligué de thrombophlébite, ce sont des infections fréquentes, d'une gravité préoccupante et
son évolution est émaillée de métastases septiques (Avril et al., 1992).

Notamment au niveau de poumon et de I’appareil osteoarticulaire, plus rarement au niveau

de I’appareil urinaires ou de systéme nerveux central) (Nauciel etVildé, 2005).

6.2. Toxi-infections alimentaires
Elles sont dues a l'ingestion d'entérotoxines, préformées dans I'aliment, résistant aux sucs
digestifs et pour certaines a la chaleur, entrainant des troubles d'apparition précoce avec

vomissements, diarrhée, déshydratation et absence de fiévre (fig. 2) (Avril et al., 1992).

(@) (b) (c) (d)
Fig. 2 : Les différents types des infections Staphylococciques. (a): Impétigo Staphylococcique
de la jambe, (b):Impétigo bulleux Staphylococcique, (c):Folliculite de la joue, (d):Abces
cutané primitif ( Dumitrescu et al., 2008; Mermin et al., 2016).

7. Mécanisme de résistance des S. aureus

Les especes de S. aureus Résistant a la Meéticilline (SARM) sont considérées comme
résistant a tous les béta-lactamines, y compris les pénicillines, les céphalosporines, et la
meéticilline (Seal et al., 2003).

Deux principaux mécanismes sont impliqués dans la résistance acquise de SARM aux b-
lactamines : la production de b-lactamases et la modification de la cible des antibiotiques (Nour
et al., 2005; Aubin et al., 2015).

7.1. Modification de la cible

La résistance acquise par ces bactéries a la quasi-totalité des B-lactamines est liée a
I’expression d’une Protéine Liant la Pénicilline modifiée (PLP2a) (Clavilier et al., 2001).Cette
protéine est codée par le gene mecA dont I’expression dépend au moins de deux systémes
régulateurs agissant au niveau transcriptionnel (Nour et al., 2005). Le géne mecA est localisé sur

la cassette chromo-somale staphylococcique (CCS), un élément génétique mobile. Cette cassette

.
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contient les genes responsables de la régulation de I’expression du mecA. Environ, cing types
majeurs de mecCCS ont été identifiés (I-V) : les types I, 11 et 11l sont ceux retrouvés le plus
fréguemment dans les isolats du SARM-N, ils conférent une résistance a d’autres antibiotiques
en plus des béta-lactames ; les types IV et V sont plus petits, caractérisent plutét les SARM-C et
ne conférent pas de résistance a d’autres antibiotiques que les béta-lactames (Rybaket et
Laplante, 2005).

Le systeme de gene mecl et mecR1 est situés en amont du gene mecA. La protéine MecR1,
produite du géne mecR1, agirait comme transducteur de signal : MecRI détecte la présence de -
lactamine grace a son domaine extracellulaire. Une fois 1’antibiotique est lié, il y a activation du
domaine intracellulaire. Celui-ci subirait une activation par protéolyse limitée lui conférant une
activité protéasique. Cette derniere conduit a la dégradation du Mecl (répresseur de la
transcription codé par mecl) qui est fixée au niveau de 1’opérateur d’ou libération de ce dernier et
expression du mecA. Le systeme mecl-mecR1 exerce donc une répression transcriptionnelle sur
mecA. Il semble que la majorité des SARM aient un systeme mecl-mecR1 non fonctionnel soit
par délétion de ces génes soit par mutation ponctuelle (Nour et al., 2005).

7.2. Résistance par production enzymatiques

A cOté du S. aureus producteur de la PLP2a, il existe des souches ne possédant pas le gene
mecA, tout en exprimant un bas niveau de résistance a la méticilline : Certaines souches sont
hyperproductrices de béta-lactamase, ce sont les souches BORSA (Bordeline résistant S. aureus),
qui présentent une résistance a la méticilline a cause d’une production accrue de béta —
lactamases. Quelques souches semblent également produire une méticillinase capable
d’hydrolyser la méticilline (Nour et al., 2005 ; Dia, 2014 ).

8. Mode de transmission

La source principale de SARM est constituée par la réadmission des patients qui se sont
colonisés ou infestés lors d’un séjour précédent dans le méme hodpital, ou dans un autre hdpital
avec SARM. Les réadmissions peuvent se faire a partir du domicile ou a partir d’établissements
médico-sociaux( Ruef , 1995 ).

Les modes de transmission sont de 4 types

> Le plus important est certainement de patient a patient. (Williams et al., 2017) ;

» Par I’intermédiaire du personnel soignant (Dumitrescua et al., 2008) ;

» La transmission aérienne chez des patients trachéotomisés et au cours des épidémies

inter hospitalieres (Ruef, 1995 ) ;

» La transmission par le matériel et I’environnement inerte ( Ruef, 1995 ).
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9. Epidémiologie

Aux Etats-Unis la proportion de SARM-C représente en moyenne 59 % des souches de S.
aureus isolées des infections de la peau et des tissus mous prises en charge aux urgences des
hdpitaux américains (Dumitrescu et al., 2008).

Une situation similaire a été rapportée en Afrique du Nord. Ainsi, dans une population de
120 souches de S. aureus isolées des infections communautaires en 2007 a Alger, la proportion
de SARM-C s’élevait a 48,8 %. En Europe, la distribution n’est pas uniforme : il existe des pays
a faible diffusion, tel le Royaume-Uni avec moins de 2 % de SARM isolés dans les infections
communautaires a S. aureus , mais aussi des pays a forte diffusion, telle la Grece (75 %de
souches de SARM circulant dans la communauté) (Dumitrescu et al., 2008) .

En France, méme si le SARM reste endémique, sa proportion a diminué au cours de ces
derniéres années. En 2011, d’aprés les données épidémiologiques de ’EARSS 20,1 % des
souches de S. aureus isolées d’hémocultures sont des SARM (Margat, 2012).

10. Facteur de risque du SARM

> les facteurs de risque liés au nombre de réservoirs possibles et au nombre d’occasions
de transmission croisée (transfert d’un autre service hospitalier en particulier la
réanimation et les secteurs de long séjour, durée de séjour hospitaliere supérieure a sept
jours, antécédent d’hospitalisation en réanimation ou en chirurgie dans les cing ans), la
notion de voyage récent dans un pays a forte prévalence (Lucet et al., 2003) ;

» les facteurs de risque liés a I’état du patient (dge supérieure a 60 ans, gravité de la
pathologie ex: diabéte, cancer, insuffisance rénale, comorbidités, présence de Iésions et
cutanées ouvertes) (Lucet et al., 2003) ;

> les facteurs de risque liés a I’'usage des antibiotiques : une relation entre consommation
d’antibiotiques et acquisition de SARM a été retrouvée dans de nombreuses études
(Monnet, 2003 ; Mullar et al., 2003). Les céphalosporines de 3éme génération et les
fluoroquinolones sont les antibiotiques le plus souvent incriminés (Scanvic et al.,
2001).

9. Cinétique de la croissance bactérienne

Toutes les bactéries développent une méme cinétique de croissance, exprimée par une
courbe de croissance, exprimée en nombre de cellules ou en masse bactérienne par unité de
volume du milieu de culture, en fonction de temps cette cinétique se déroule en 4 étapes

consécutives (fig. 03) (Bousseboua, 2002).
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Fig. 3 : Croissance bactérienne en milieu liquide (Nauciel et Vildé, 2005).

e phase de latence

Le taux de croissance est nul (u=0). La durée de cette phase dépond de I'dge des bactéries
et de la composition du milieu. C'est le temps nécessaire a la bactérie pour synthétiser les
enzymes adaptées au nouveau substrat, dans certains cas, cette phase peut étre tres courte ou

absente.

e phase exponentielle

En cette phase, la croissance est maximale et constante (u=max). Les cellules filles,
nouvellement produites, croissent au méme taux que leurs cellules meres. Le nombre de cellules
en culture et leur masse augmentent proportionnellement avec le temps. (Bousseboua, 2002).
Dans des conditions favorable, le temps de doublement de la plupart des bactéries est le plus
court (Nauciel et Vildé, 2005).

e phase stationnaire
La croissance s’arréte et il n’ya ni augmentation ni diminution nettes du nombre de cellules
ou de leur biomasse, le taux de croissance est nul (u=0). Ceci se traduit graphiquement par un

plateau de durée variable mais généralement courte. (Bousseboua, 2002).
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e phase de décroissance
Appelée aussi phase de déclin, le taux de croissance est négatif (u<0), toutes les

ressources nutritives sont épuisées. La mort cellulaire est caractérisée par I'absence de réplication

irreversible. La phase de décroissance est tres rapide chez les bactéries thermophiles, elle est plus

lente chez les mésophiles et psychrophiles (Bousseboua, 2002).
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1. Généralite sur les lichens

Les lichens sont des organismes symbiotiques composés d'un champignon (mycobionte) et d'un
partenaire photosynthétique (photobiont), qui peut étre une algue ou une cyanobactérie (Kosanic et
al., 2013).

Ces organismes a croissance lente sont des ressources vegétales importantes et sont utilisés a de
nombreuses fins (Alpsoy et al., 2015). lls sont présents sur les écorces, les tiges, les feuilles et dans
le sol (Kosanic et al., 2013).

Environ de 300 genres et 18 000 especes de lichens sont reconnus. Plus de 800 métabolites
secondaires ont été identifiés dans ces derniers. Certains de ces métabolites sont spécifiques aux
lichens et sont produits pour protéger et maintenir lI'association symbiotique de divers facteurs
biotiques et abiotiques. L'utilisation médicinale des lichens est due a leurs métabolites secondaires,
qui ont un large éventail d'actions biologiques, y compris antimicrobiens (anti-inflammatoire,
antiviral et anticancéreux) (Alpsoy et al., 2015). Parmi ces lichens nous avons une espece qui est tres

commune est trés répandue dans la région de Jijel qui est Evernia prunastri (Elrhzoui et al., 2015)

2. Evernia prunastri

Evernia prunastri est une espéce acidophytique fruticuleuse disparaissant facilement dans des
conditions de pollution atmosphérique ( Munzi, 2013). Il vit sur toutes les espéces d’arbres et se
développe principalement sur 1’écorce des arbres de chéne, mais également dans une certaine mesure
sur des sapins et des arbres de pin dans des atmospheres humides & tres humides (Loppi et Frati,
2006). 1l pousse plus rarement sur les rochers, a I'ombre ou au soleil (Karabulut et Osturk, 2015).
Cette espéce E. prunastri peut étre altérée lorsqu’elle est exposée a des conditions séches et a la pleine

lumiere du soleil (Munzi, 2013).

2.1. Description de I’espéce

E. prunastri présente un thalle a aspect buissonnant formé de laniéres plates de 3 a 10cm de
hauteur, de type arbustif formant des rameaux en lanieres ( Bellenfant et al., 2010). Le thalle de cette
espece est foliacé, mais attaché a un point et apparaissant fruticuleux (Kosanic et al., 2013).

Les lobes plutét doux en forme de courroie, surface supérieure vert-gris a vert pale-jaune,
surface inférieure grisatre blanche , sorédies rondes fréquente ou rare le long des marges et a la surface
des branches (Karabulut et Osturk, 2015).

La couleur d’E. prunastri varie du vert au blanc verdatre quand il est sec, et de I'olive vert foncé au

-
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jaune-vert lorsqu'il est frais. La texture des thalles est rugueuse lorsqu'elle est séche et caoutchouteuse

lorsqu'elle est fraiche (fig. 4 ) (Kosanic et al., 2013).

Fig. 4 : Evernia prunastri et la forme de thalle (Douibi et al., 2016; Maslac et al., 2016 ).

2.2. Classification
L’espéce d’Evernia prunastri est classifiée comme suit :
= Régne : Fungi
= Division : Ascomycota
= Classe : Lecanoromycetes
= Ordre : Lecanorales

= Famille : Parmeliaceae

= Genre : Evernia

= Espéces : Evernia prunastri (Solak, 2016)

3. Métabolites licheniques
Les lichens produisent une large variété de composés organiques divisés en deux groupes

principaux : les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Mitrovic et al., 2011).

3.1. Métabolites primaires

Les métabolites primaires regroupent les protéines, les lipides, les polyols, les polysaccharides,
les pigments (chlorophylles, xanthophylles, caroténes...) et autres composés organiques intervenant
dans le métabolisme et la structure des lichens (Podterob, 2008). Ils sont produits par le champignon
et le photobionte (algue verte ou cyanobactérie). lls ne sont pas specifiques aux lichens et sont

également retrouves chez les champignons, les algues et plantes supeérieures. Ils sont produits en
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grande quantité dans les lichens et sont principalement des a- ou [B-glucanes lineaires ou peu
substitués, des galactomannanes, des galactoglucomannanes, et des hétéroglycanes complexes (Dieu,
2015).

3.2. Métabolites secondaires

L’¢tude phytochimique des lichens se focalise particulierement sur les metabolites secondaires
et plus de 1050 métabolites ont été isolés a partir de ces derniers (Culberson, 1970).

Les lichens montrent un métabolisme particulier qui se traduit par la biosynthese de substances
phénoliques fréquemment spécifiques (Quilhot et al., 1992).

Ils sont communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés de 1’acide benzoique ou
dérivés de 1’acide cinnamique), coumarines, stilbénes, flavonoides, lignanes, lignines, tanins.
(Cheynier, 2005 ; Georgeé , 2005).

La définition des composés phénoliques prend en compte, a la fois des éléments structuraux et
I'origine biologique des composés. lls se caractérisent par la présence d'un noyau benzénique, portant
un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une fonction ester, éther ou hétéroside. Leur
répartition qualitative et quantitative est inégale selon les espéces, les tissus et les stades
physiologiques (Bruneton, 2009).

4. Substance bioactive lichéniques doueé d'activité anti-staphylococcique

De nombreuses recherches se tournent vers 1’étude des extraits et de composés issus de
micro-organismes ou de végétaux. Les lichens sont moins étudiés mais suscitent un intérét grandissant
en vue des composés bioactifs qu’ils synthétisent. Les activités biologiques des métabolites
secondaires lichéniques isolés sont également décrites ; le composé lichénique le plus étudié est
’acide usnique (Zambare et Christopher, 2012).

Face au développement de la résistance bactérienne aux traitements antibactériens
conventionnels, les métabolites lichéniques sont étudiés comme substances alternatives. En effet, plus
de 50 % de lichens possederaient une activité antibiotique et représenteraient donc une source
importante de nouveaux composés bioactifs (Zambare et Christopher, 2012).

Sur 42 especes de lichens testées, en particulier celles appartenant au genre Cladonia, 27 se sont
révélées actives contre Staphylococcus aureus (Burkholder et al., 1944).
o Les acides protocétrarique et usnique, isolés de Flavoparmelia caperata se sont montrés actifs

en particulier contre les souches de Staphylococcus aureus (Kokubun et al., 2007) ;

s
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e Les acides didymique et condidymique, dibenzofuranes de structures proches de 1’acide
usnique, ont éte isolés Cladonia rangiferina et sont actifs contre des souches de S. aureus
résistantes (Yoshikawa et al., 2008) ;

o L'activité antibacterienne contre S. aureus d’un extrait méthanolique de Stereocaulon
paschale (Serbie) a été rapportée dans la littérature. De plus, certains dibenzofuranes
aromatiques tels que 1’acide didymique, I’acide condidymique et la strepsiline ont montré une

activité contre Staphylococcus aureus ;

5. Distribution des composés d’Evernia prunastri

Evernia prunastri produit plusieurs métabolites secondaires : I'acide evernique, I'acide usnique,
I'atranorine et la chloratranorine sont déposés principalement dans le cortex (Millanes et al., 2003 ;
Lackovicova et al., 2013).

L’acide usnique est I'une des substances de lichen les plus courantes (Joulain et Tabacchi,
2009). 1l s'agit d'une substance cristalline de couleur jaune. Il est optiquement actif et les deux formes
se trouvent dans les lichens; Les températures de fusion et les rotations spécifiques de ces formes sont
essentiellement identiques. Il se dissout bien dans le benzéne, le chloroforme, I'alcool amylique et
I'acide acétique glacial, peu soluble dans I'éthanol, I'éther de pétrole et I'éther diéthylique et insoluble
dans I'eau (Podterob, 2008).

La chloroatranorine et I'acide usnique sont les plus abondants dans la médulla (Millanes et al.,
2003) et I’acide evernique se trouve principalement dans le thalle a des concentrations nettement plus
¢élevées que I’acide usnique (Ramaut, 1965).

L'atranorine, I'un des phénols les plus abondants dans Evernia prunastri, est principalement situé
dans le cortex (Millanes et al., 2003). C’est une substance cristalline incolore avec une température
de fusion de 192 a 194 °C. La méthode classique pour Il'extraction de I'atranorine repose sur les
différentes solubilités des substances lichéniques dans les solvants organiques. L'atranorine est plus
soluble dans le benzéne, le chloroforme et le xyléne bouillants, peu soluble dans I'éthanol bouillant et
I'éther diéthylique et insoluble dans I'eau, I'éthanol froid et I'éther diéthylique froid ( fig. 5) (Podterob,
2008).

.
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Fig. 5 : Quelques structures de composeées d’Evernia prunastri (Podterob, 2008).
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Ce travail a été réaliser au laboratoire de Microbiologie de I'Université de Jijel, durant la
période Avril-Mai de I'année 2017 dont I'objectif est d'étudier I'effet de fractions chloroformique
et d’acétate d’éthyle d’une espéce de lichens sur la cinétique de croissance de quelques souches

de Staphylococcus aureus.

1. Matériel utilisé
1.1. Matériel végétal

Notre étudea porté sur douze fractions chloroformique (1-14) et vingt et une fractions
d’acétate d’éthylique (A-U) d’un extrait éthanolique d’un lichen de la région de Taher. Ce lichen
a 6t¢ identifié en tant qu’Evernia prunastri par M®"Salam Samira de I’Université de

Jijel(Ecologiste).

1.2. Matériel biologique
Pour 1’étude de I’activité antibactérienne, nous avons choisis quatre souches de
Staphylococcus aureus dont une est résistante a la méthicilline SARM. Les origines de ces

souches sont reportées dans le tableau ci-dessous.

Tableau I : Origine des souches testées

Souches testées Origine
S. aureus résistant a la méticilline Souche de référence
(SARM ATCC43300)

S. aureus sensible a la méticilline Souches communautaires d’origine urinaire (laboratoire
(S220, S225, S56) d’analyse médicale de la wilaya de Bejaia)

1.3. Matériel du laboratoire

o Appareillage
Le matériel utilisé tout au long du travail est le suivant :
Etuve (37°C)

Autoclave

Plaque chauffante agitatrice

Incubateur agitateur

Microcentrifugeuse




Chapitre 111 Matériel et Méthodes

- Spectrophotomeétre
- Bain marie

- Balance

- Micropipette

- Bec Bunsen

- Vortex

- pH métre

- Microscope optique

-Réfrigérateur

« Milieux de culture (composition chimique, Annexe)
Les milieux de culture utilisés sont :
-Gélose Mueller Hinton (GMH) ;
- Bouillon Mueller Hinton (BMH) ;
-Chapman
- Bouillon nutritif (BN).

« Produits chimiques, réactifs et tampons
Au cours de notre travail, nous avons utilisé :
- Violet de Gentiane, lugol, alcool, fuschine et ’huile a émersion pour la coloration de
Gram ;
- Eau physiologique sterile ;
- Eau distillée stérile ;
- NaOH(0,1 N) et HCI (0,1 N) pour ajuster le pH ;

2. Méthodes

2.1.Activité antibactérienne
2.1.1. Aromatogramme sur milieu solide (méthode des disques)

La méthode des disques est utilisée pour rechercher 1’activité antibactérienne. Le milieu de
culture utilisé est la gélose Mueller-Hinton (4mm d’épaisseur)(Hammoudi et al., 2012 ; Sado et
al.,2015) .

Des disques de papier Wattman(06 mm) sont disposés a égale distance les uns des autres

(jusqu’a 6disques par boite) et de telle fagon a éviter le chevauchement des zones d’inhibition sur
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la gélose Mueller Hinton préalablement ensemencee par écouvillonnage avec la souche
teste(Rasooli et Mirmostafa, 2003 ;Gachkar et al., 2007).

Une longueur d'onde maximale de 580 nm (Rasooli et Mirmostafa, 2003) pour la souche
a tester est introduite dans le spectrophotomeétre et une suspension bactérienne initiale
correspondant a une absorbance de 0,6 est préparée.

Avec une micropipette réglable de 2 a 100 ul, nous déposons aseptiquement sur chaque disque
10 pl des extraits de chaque fraction.

Les boites de Pétri laissées a 4°C pendant 2h sont incubées 18 a 24 heures a 37°C. Les
diamétres des zones d’inhibition de croissance bactérienne ont été mesurésen millimétre, Les
essais sont réalisés en doubles et le résultat étant la moyenne des deux (Rasooli et Mirmostafa,
2003 ;Gachkar et al., 2007).

Les extraits ayant présentés des diametres des zones d’inhibition supérieurs ou égal a 12
mm (diamétre de disque est compris dans le résultat) ont été retenus pour la détermination de la
CMI (Mamadou et al.,2014) .

2.1.2. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMIs) des extraits de
chaque fraction par la méthode de microdilution en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible concentration
capable d’inhiber toute croissance visible des bactéries d’un inoculum dans un milieu de
croissance spécifique et en conditions de culture standardisées (18 a 24 heures d’incubation, a
pression atmosphérique et a une température comprise entre 35 et 37°C pour les bactéries
aérobies et aéro-anaérobies)(Mamadou et al.,2014).

Les CMIs sont déterminées en milieu liquide dans un bouillon Mueller Hinton (BMH)
dans un volume final de 200 pl, en utilisant des micro-plaques de 96 puits(Mamadou et
al.,2014).

Des dilutions des extraits phénoliques étudiées sont effectuées en raison de 1/2, de telle
facon a obtenir une gamme de concentrations finales comprises entre 2 et 0,002mg/ml. A la fin, la
microplaque sera inoculée avec de la suspension bactérienne (la charge finale dans la micro-
plague est de 5 x10° UFC/mL). Un contréle positif de croissance contenant seulement le milieu
MH et la souche teste, est utilise.

Apres 24 h d’incubation a 37°C, la lecture se fait par observation de la microplaque a 1’ceil
nu. La CMI de composé testé est déduite a partir du premier puits de la gamme ne présentant pas
de dépdt ou trouble (Vardar-Unlu et al., 2003;Mahboubi et GhazianBidgoli, 2010;
Mulyaningsih et al., 2010; Rosato et al., 2010; Pavlovi¢ et al.,2012;Fontanay et al.,2015).
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2.2.Cinétique de croissance en présence des extraits des fractions les plus actives

Une aliquote de 7.8 pl (CMlIs déterminées au paravent) de fraction J pour les souches
ATCC 43300 et S220; 3.9ul de fraction F et | pour la souche S56 et 31.2ul de fraction O,Q et H
pour la souche S225 sont ajoutées a 10 ml du bouillon MH et qui est inoculé avec une
suspension bactérienne de 0,6 (5.10°UFC/ml finale dans le bouillon). L’ensemble est incubé &
37°C sous agitation modérée.

Des échantillons de 1ml sont prélevés aprés chaque 1h puis centrifugés a 140000
rpm/5min, le surnagent est rejeté et le culot est récupéré dans 2ml de 1’eau physiologique par
agitation a 1’aide d’un vortex pour la mesure de la DO. Ce travail est suivi pendant 4h (Gachkar
et al., 2007).

2.3. Etude statistique

Les moyennes et les écarts-types ont été calculés a 1I’aide de Microsoft Office Excel 2007.
Toutes les mesures ont été reproduites deux fois et les données ont été présentées sous forme de
moyenne + écart-type.

Les différences significatives entre 1’effet des différentes fractions sur la méme souche
testée ainsi que 1’effet de la méme fraction sur les différentes souches testées ont été déterminées

par le test ANOVA en utilisant le logiciel Statistica.
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1. Résultats de ’activité antibactérienne
1.1. Aromatogramme sur milieu solide (méthode des disques)

L'activité antibactérienne des fractions chloroformiques (1-14) et des fractions d'acétate
d'éthyle (A-U) d'Evernia prunasri contre les souches de Staphylococcus aureus (ATCC 43300,
S 225, S 220, S 56) sont évaluées par la méthode des disques. Aprés 24 heures d'incubation a
37°C, les diametres des zones d'inhibition sont mesurés en mm. Les représentations graphiques

de ces résultats sont présentées ci-apres.

e Pour les fractions chloroformique

Les fractions chloroformiques testées (1-14) montrent des zones d'inhibition variant de 6
mm a 30 mm. D’apres les résultats obtenus nous constatons que :

Pour la souche S 225, la fraction E9 donne la meilleure activité avec un diamétre de 23.5
mm suivi par les fractions E8 et E10 avec des diamétres de : 23, 15.5 mm respectivement (fig.
6).

30 - La souche S225
25 -

20 -

- ' I I I I
0 _j . I . . I . I . . . . . I . I . l
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Diamétres des zones d'inhibition
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Fig. 6 : Résultats de I'activité antibactérienne des fractions chloroformiques contre la souche S225

Pour la souche ATCC 43300, la fraction E9 donne une meilleure activité avec un diamétre
de 25 mm suivi par les fractions E8, E11 et E10 avec des diamétres de : 24, 14 et 12.5 mm

respectivement (fig. 7).
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Fig. 7 : Résultats de l'activité antibactérienne des fractions chloroformiques contre la souche ATCC
43300

Pour la souche S56, la fraction E10 donne une meilleure activité avec un diamétre de 28
mm suivi par les fractions E9, E11 et E6 avec des diameétres de : 26.5, 25 et 16.5 mm

respectivement (fig. 8).
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Fig. 8 : Résultats de l'activité antibactérienne des fractions chloroformiques contre la souche S56

Pour la souche S 220, la fraction E8 donne un meilleure effet avec un diamétre de 30 mm
suivi par les fractions E9, E10 et E11 avec des diamétres de : 24.5, 16 et 13 mm respectivement
(fig. 9).

Les autres fractions présentent des diamétres égaux ou inferieure a 12 mm pour toutes les

souches (fig. 10).

E



Chapitre IV Résultats et discussion
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Fig. 9 : Résultats de l'activité antibactérienne des fractions chloroformiques contre la souche $220

Fig. 10 : Image représentant 1’activité de différentes fractions chloroformiques contre les

souches de S. aureus testées
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« Pour les fractions d'acétate d'éthyle
Les fractions chloroformiques testées (A-U) montrent des zones d'inhibition variant de 6

mm a 30 mm (fig. 11).

Fig. 11 : Image représentant 1’activité de différentes fractions d’acétate d’éthyle contre les

souches de S. aureus testées

Pour la souche S 225 la fraction K donne la meilleure activité avec un diamétre de 23 mm
suivi par les fractions J, M, L, R, G, P, I, N, H, O, Q et S avec des diameétres compris entre 20.5,
et 13.5 mm (fig. 12).
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30 1 La souche S225
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Fig. 12 : Résultats de l'activité antibactérienne des fractions d’acétate d’éthyle contre la souche $225

Les fractions d'acétate d'éthyle testées (A-U) montrent des zones d'inhibitions variant de 6
a 22.5mm. Selon les résultats obtenus nous constatons que la fraction H donne la meilleure
activité avec un diamétre de 22.5 mm suivi par les fractions J, I, Q, M, K, L, N, O, Pet R
(fig.13).

30 - La souche ATCC 43300

Diamétre d'inhibition (mm)
&
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Les fractions d'acétate d'éthyle (A-U)

fig. 13 : Résultats de I'activité antibactérienne des fractions d’acétate d’éthyle contre la souche ATCC
43300
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Pour la souche S56, la fraction K se montre la plus active un diamétre de 30 mm suivi par
les fractions L, H, I, M, P, Q, R, N, O, G, J, S et D. Les autres fractions se révelent moins

actives avec des diametres inferieurs ou égaux a 12mm (fig. 14).

35 1 La souche S56
30 -

25 A
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Diamétres d'inhibition (mm)
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Fraction d'acétate d'éthyle (A-U)

Fig. 14 : Résultats de I'activité antibactérienne des fractions d’acétate d’éthyle contre la souche S56

Les fractions d'acétate d'éthyle testées (A-U) montrent des zones d'inhibitions variant de 6
a 23.5 mm. La fraction J donne le meilleur effet avec un diamétre de 23.5 mm suivi par les
fractions I, P, K, H, M, N, L et Q avec des diametres de : 20.5, 19, 17.5, 16.5, 15.5, 15.5, 14.5
et 13.5 mm respectivement (fig. 15).
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Fig. 15 : Résultats de I'activité antibactérienne des fractions d’acétate d’éthyle contre la souche S220
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Ces résultats se rapprochent de ceux de Kiran et al., (2013) qui ont trouvé que les extraits
d'acétone et de chloroforme obtenus de différents échantillons de 1’espéces de Lichen Evernia
prunastri présentent une activité antimicrobienne contre plusieurs souches (Staphylococcus,
Enterococcus et Bacillus ) avec des zones d'inhibitions variant de 6 a 23 mm pour les extraits
chloroformiques et de 6 a 26 mm pour les extraits d'acétone.

Pour les souches de Staphylococcus les zones d'inhibition obtenues varient de 16-17 mm,
ce qui est moins important par rapport a nos résultats.

Nos résultats se concordent également avec ceux de Mitrovic et al., (2011) qui ont
démontré des propriétés antimicrobiennes des extraits méthanolique de Lichen Evernia prunastri
avec des activités antimicrobiennes de différents degré selon le groupe microbien ainsi que
I’espece testée. Ces extraits testés ont démontré une bonne activité antimicrobienne contre 2
souches de Staphylococcus aureus ,2 Escherichia coli, 2 Entérococcus faecealis et 2
Pseudomonas aeruginosa. Cette étude a montré particulierement des effets inhibiteurs contre les
bactéries Gram (+) parmi lesquelles S. aureus.

Dans un autre travail, Aslan et al., (2006) ont prouvé que les extraits d’acétone de lichen
testés (Evernia prunastri) montrent une forte activité antimicrobienne. Cela signifie que les
composants du lichen sont responsables de I'activité antimicrobienne.

Dans un autre travail, Kahriman et al., (2011) ont testé 1’activité antimicrobienne de
I'huile essentielle d'Evernia contre des microorganismes Gram-positif et Gram-négatif.
L'activité antimicrobienne cette huile essentielle a été observée contre les bactéries testées et
compris les souches de S. aureus.

Rankovi¢ et al., (2012) ont observé que 1’activité de extrait dépendent de solvant utilise
dans l'extraction. Ils ont noté que la plus forte activité antimicrobienne est celle obtenus avec des
extraits obtenus par du méthanol par rapport aux autres solvants.

D’aprés Chahra et al., (2016), les extraits testés de lichen Evernia prunastri ont montré
une activité antimicrobienne relativement faible. L'intensité de I'effet antimicrobien dépendait
des espéces de lichen, de la méthode des composés extraits, de sa concentration et de I'organisme
testé. L'extrait avec de I'acétone, du chloroforme, de I'éther diéthylique et du méthanol a montré
la présence d'une activité antimicrobienne significative contre plusieurs bactéries (
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa ).
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ETUDE STATISTIQUE (ANOVA/MANOVA : test LSD)

Les résultats ci-dessous représentent la répartition de 1’effet de différentes
fractions en groupes homogeénes qui sont designees par les letters (A, B, C,....).

« Fractions chloroformiques

Test LSD :Effet des différentes fractions chloroformiques contre la souche S 220

L’analyse statistique a montré que la fraction E8 a donné le meilleur effet suivi

de celui de la fraction E9 puis les fractions E10 et E11 et enfin de la fraction E6.

E5 220
E4 220
E1 220
E14 220
E13 220
E3 220
E12 220
E6 220 B

E11 220 B C

E10 220 C

E9 220 D

E8 220 E

>>>>>> >

Test LSD : Effet des différentes fractions chloroformiques contre la souche S 225
L’analyse statistique a montré que les fractions E8 et E9 ont donné le meilleur effet suivi

de celui de la fraction E10.

E12 225
E6 225
E14 225
E13 225
E3 225
E5 225
El 225
E4 225 B

E11 225 B

E10 225 C

E8 225 D
E9 225 D

>>>>>> P
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Test LSD : Effet des différentes fractions chloroformiques contre la souche ATCC 43300
L’analyse statistique a montré que les fractions E8 et E9 ont donné le meilleur effet suivi
de celui des fractions E10 et E11.

E14 4330
E1 43300
E4 43300
E13 4330
E3 43300
E5 43300
E6 43300
E12 4330 B
E10 4330

E11 4330

E8 43300 D
E9 43300 D

>>>>>> P

OO0

Test LSD : Effet des différentes fractions chloroformiques contre la souche S 56
L’analyse statistique a montré que les fractions ayant le meilleur effet sont E9, E10 et E11
suivi de celui de la fraction E6 puis les fractions E8 et E12

E156
E14 56
E4 56
E13 56
E5 56
E3 56
E8 56
E12 56
E6 56 D

E11 56 E
E9 56 E
E10 56 E

> > > > >
W ww

OO0
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D’aprés ces analyses, les meilleures fractions sont : E6, E8, E9, E10, E11, et E12.
L’analyse statistique de 1’effet de ces fractions sur les souches testées a montré le suivant :

- L’effet de la fraction E8 contre la souche S 220 est le meilleur ;

- Lafraction E9 exerce le méme effet sur les 4 souches testées ;

- Lafraction E8 presente le méme effet contre les souches ATCC 43300 et S 225 ;

- Les autres fractions exercent toutes le méme effet.

E12 56
E6 220
E10 4330
E8 56
E11 220
E11 4330
E10 225
E10 220
E6 56

E8 225
EQ 225
E8 43300
E9 220
E11 56
E9 43300
E9 56
E10 56
E8 220

>>>>>>>> >N

000w wWww w

O0O00O00
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2. Fraction d’acétate d’éthyle

Test LSD : Effet des différentes fractions d’acétate d’éthyle contre la souche S 220
L’analyse statistique a montré que la fraction J a donné le meilleur effet suivi de celui de la
fraction | puis la fraction P.

A220

>

F220

>

E220

>

T220

>
W

w
O

G220

R220

O

Q220

Tn

M220

(@)
I

H220

T

P220

[

J220

—

Test LSD : Effet des différentes fractions d’acétate d’éthyle contre la souche S 225
L’analyse statistique a montré que les fractions K, J et M ont donné les meilleurs effets.

A225
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1225 C D E

P225 C D E

R225 E F

M225 F G

K225 G

Test LSD : Effet des différentes fractions d’acétate d’éthyle contre la souche ATCC 43300
L’analyse statistique a montré que les fractions H, J, I et Q ont donné les meilleurs effets.
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Test LSD : Effet des différentes fractions d’acétate d’éthyle contre la souche S 56
L’analyse statistique a montré que la fraction K a donné le meilleur effet suivi de ceux des
fractions H, J, L, | et M.
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1.2. Aromatogramme en milieu liquide (méthode de microdulution)

Les CMIs des déférentes fractions sont celles obtenues dans les puits de la microplaque
avant la premiére croissance, c.-a-d la ou aucune croissance n’est visible a I’ceil nu.

Les résultats de CMIs obtenus pour les fractions d’acétate d éthyle sont représentés dans
les figures 16, 17, 18 et 19.

Les Concentrations Minimales Inhibitrices obtenues pour la souche ATCC 43300 en
présence des fractions d’acétate d éthyle varient de 0,0078 a 1 mg/ml. Nous notons bien que
certaines fractions montrent les mémes CMI, c’est le cas des fractions C et R avec une CMI de
0,5mg/ml; D, T avec une CMI de Img/ml; H, I, N, P avec une CMI de 0,031mg/ml; L, M
avec une CMI de 0,062 mg/ml.

La CMI la plus élevée est obtenue avec les fractions T et D. Tandis que la plus faible est

celle obtenue avec la fraction J (fig. 16).

1,2 La souche ATCC 43300
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Fig. 16 : Résultat des CMIs pour les fractionsd’acétate d’éthyle sur la souche ATCC 43300
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Les Concentrations Minimales Inhibitrices obtenues pour la souche S225 en présence des
fractions d’acétate d’éthyle sont: 1 a 0,031 mg /ml. Les plus élevées sont celles obtenues avec

les fractions D et T et les plus faibles sont celles des fractions O, Q et H (fig. 17).
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Fig. 17 : Résultat des CMIs pour les fractions d’acétate d’éthyle sur la souche S225

Les Concentrations Minimales Inhibitrices obtenues pours la souche S220 en présence des
fractions d’acétate d éthyle varient 1 a 0,015 mg /ml. La CMI la plus élevée est celle montrée
par la fraction D. Tandis que la plus faible est obtenue avec la fraction J (fig. 18).
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Fig. 18 : Résultat des CMIs pour les fractions d’acétate d’éthyle sur la souche S220

Les Concentrations Minimales Inhibitrices montrées par la souche S 56 varient de 2 a
0,078 mg /ml. Certaines fractions montrent les mémes CMIs, c’est le cas de R, M et J avec une
CMlI de 0,031mg/ml ; S, H, L, P et Q avec une CMI de 0,015 mg/ml ; I, F avec une CMI 0,0078
mg/ml.

La CMI la plus éleveée est obtenue avec les fractions D. Tandis que la plus faible est obtenue
avec les fractions F et I.
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Fig. 19 : Résultat des CMIs pour les fractions d’acétate d’éthyle sur la souche S56

D’aprés les résultats obtenus la fraction D s’avére la plus active et ce sur toutes les
souches de S. aureus testées.

Kosanic et al., (2013) ont trouvé que les extraits d'E. prunastri inhibent tous les
microorganismes testés, mais a des concentrations un peu élevées. Les CMIs obtenues pour
I'extrait de ce lichen varient de 6.25 a 25 mg/ml, alors que pour le composé isolé de ce lichen
(acide usnique), les CMIs varient de 0.5 a 1 mg/ml.

La CMI obtenue pour la souche de S. aureus en testant cet extrait est de 12.5 mg/ml, alors
que l'acide usnique donne une CMI de 0.5 mg/ml. Ce qui se rapproche de notre résultat.

Donc, nous pouvons expliquer I’effet intéressant des fractions testées par leurs richesses en
acide usnique et d’autres composés actifs.

Les activités antibactériennes observées sont différentes suivant la méthode utilisée

(disques ou aromatogramme). Pour les extraits testés, I’aromatogramme ne confirme pas toujous
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les résultats obtenus par la méthode en microdulution. L’activité des fractions sur milieu liquide
n’est pas toujours proportionnelle a I’activité de ces mémes fractions sur milieu solide.
2. Résultat de la cinétique de croissance en présence des extraits phénoliques des fractions
les plus actives

Pour la souche ATCC 43300, la courbe de croissance en absence de tout extrait montre
une augmentation de la charge bactérienne de 0,052 a 0,13 et ce au bout de 4h. Cependant, en
présence de fraction J la charge bactérienne diminue de 0,049 a 0,019. Ce qui peut s’expliquer un

effet bactéricide de cet extrait (fig. 20).

0,14 - La souche ATCC 43300
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Fig. 20 : Effet de fraction J sur la cinétique de croissance de la souche ATCC 43300

En absence de tout extrait le nombre de cellule pour la souche S225 augmente de 0,056
pour atteindre une charge bactérienne de 0,11 au bout de 4h.

En présence de fraction O et Q la charge bactérienne se stabilise a 0,052 pour I’extrait O
et & 0,053 pour I’extrait Q entre TO et T1 puis diminue jusqu’a atteindre 0,048 et 0,05
respectivement. Cependant, en présence de l'extrait H la charge bactérienne diminue de 0,054
jusqu’a 0,046. Ces trois extraits ayant les mémes CMIs, possede le méme effet en milieu liquide
(effet bactéricide) et les mémes effets sur cinétique de croissance la souche testee (fig. 21).
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Fig. 21 : Effet des fractions O, Q et H sur la cinétique de croissance de la souche S225

Pour la souche S220 en absence de tout extrait nous constatons une augmentation de la
charge bactérienne de 0,059 a 0,067 et ce au bout de 4h.

En présence de la fraction J la charge bactérienne diminue de 0,06 jusqu’a 0,056 et se
stabilise & 0.056 entre T2 et T3. Ce qui s’explique toujours par un effet bactéricide puis un effet

bactériostatique (fig. 22).
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Fig. 22 : Effet de fraction J sur la cinétique de croissance de la souche S220

Pour la souche S56 en absence de tout extrait, la charge bactérienne augmente de 0,057 a
0,084 et ce au bout de 4h.
En présence de la fraction | la charge bactérienne diminue de 0,056 jusqu’a 0,052 et en

présence de fraction F de 0,057 a 0,054 puis la charge bactérienne se stabilise a 0,052 de T1 a

/4
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T3 pour I’extrait F et & 0,052 de T2 a T3 pour I’extrait I. Ce qui peut refléte un effet a la fois
bactéricide et bactériostatique (fig. 23).
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Fig. 23 : Effet des fractions | et F sur la cinétique de croissance de la souche S56

D’apres les résultats obtenus, les tous les extraits testés se révelent efficace et inhibent la
croissance bactérienne en milieu liquide.

Pour la fraction J, la CMI obtenu pour la souche ATCC 43300 est 0.0078mg/ml et S220
égale a 0.015mg/ml. Cependant, I’effet de cette fraction sur la cinétique de croissance des deux
souches se montre meilleur sur la souche ATCC 43300 que sur la souche S220.

D’apres tous ces résultats le meilleur effet sur la cinétique de croissance des souches

testées est celui obtenu pour la fraction J sur la souche ATCC 43300.
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Conclusion et perspectives

Les lichens sont utilisés dans le traitement de nombreuses maladies infectieuses, leur
utilisation en medecine repose sur le fait qu’ils contiennent des métabolites biologiquement
actifs et diverses. Les lichens sont moins étudiés mais suscitent un grand intérét en raison des
composés bioactifs qu’ils synthétisent, permettant ainsi de mettre au point de nouvelles voies

d’application dans les domaines de la pharmacie, de la cosmétique.

Ce travail préliminaire est une initiation a I'étude des activités biologiques parmi
lesquelles 1’activité antibactérienne de quelques fractions chloroformiques et d’acétate d’éthyle

d’une espéce de lichen Evernia prunastri collectée dans de la région de Taher.

La présente étude nous a permis d’évaluer ’activité antibactérienne de 14 fractions
chloroformiques (1— 14) et 21 fractions d’acétate d’éthyle (A-U) d’un extraits ethanolique
d’Evernia prunastri sur la cinétique de croissance de 4 souches de Staphylococcus aureus dont
une est résistante a la meéticiline (ATCC 43300, S 225, S 220 et S 56).

Ces fractions se sont montrées actives sur les souches de S. aureus, pour les souches S 225,
ATCC 43300, S 56, S 220 les fractions chloroformiques E9, E9, E10, E8 ont donné le plus
grand pouvoir antibactérien avec des zones d’inhibition de 23,5 £ 0,7 mm, 25+ 1,4 mm, 28+ 0 et
30+£0mm respectivement. Et les fractions d’acétate d’éthyle K, H, K et J ont montré une bonne
activité antibactérienne avec des zones d’inhibition de 23 + 2,82 mm, 22,5 + 0,7 mm, 30 = 0 et

23,5 + 0,7 respectivement.

En ce qui concerne la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices par la
méthode de microdilution en milieu liquide les souches testées ont été inhibées sous 1’action des

fractions d’acétate d’éthyle avec des concentrations variant de 0,0078 a 2 mg/ml.

L’étude de I’effet des fractions actives (J, O, Q, H, I, F) sur les souches a montré des effets
qui peuvent étre a la fois bactériostatique et bactériostatique, et la fraction D s’est montrée la

plus active sur la cinétique de croissance de S. aureus.

Nos résultats peuvent s’expliquer par le profil chimique riche en composés connus par leur
pouvoir antibactérien tel 1’acide usnique.
Toute fois, les méthodes in vitro utilisées pour confirmer 1’activité antibactérienne des

différentes fractions sont insuffisantes et nécessitent d’autres études supplémentaires plus
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avanceées telle que 1’étude de I’activité antibactérienne in vivo. En outre, la caractérisation de la

composition chimique par HPLC de ses constituants est nécessaire.

Nous souhaitons également de faire la conception d’une formule médicamenteuse a base
lichénique, pour le traitement des maladies infectieuses Humaines et ce dans le but de lutter

surtout contre les bactéries manifestant une résistance vis-a-vis aux antibiotique.
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Annexe |

1) Résultat de I’Effet de la fraction d’acétate d’éthyle | et F sur la cinétique de croissance de S
56

2) Résultat de I’Effet de la fraction d’acétate d’éthyle J sur la cinétique de croissance de S
43300




3) Résultat de I’Effet de la fraction d’acétate d’éthyle J sur la cinétique de croissance de S 220

4) Résultat de I’Effet de la fraction d’acétate d’éthyle O, Q et H sur la cinétique de croissance
de S 225




Annexe Il

1) Composition de la gélose Mueller-Hinton (pour 1 litre d'eau distillée)

Hydrolysat acide de caséine 175 g/L

15g/L

2) Composition du Bouillon Mueller-Hinton (pour 1 litre d'eau distillée)

Hydrolysat acide de caséine 175 g/L




3) Composition de I’eau physiologique (pour 1 litre d'eau distillée)

Eau distillée 1L

oH 73£0.2
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Théeme : Effet de quelques substances bioactives sur la cinétique de croissance de
Staphylococcus aureus

RESUME

L'objectif de cette étude est d'évaluer l'activité antibactérienne des fractions chloroformiques et
d'acétate d'éthyle d'une espece de lichen Evernia prunastri et leur effet sur la cinétique de croissance des
souches de Staphylococcus aureus (ATCC 43300, S225, S220, S56). L'aromatogramme en milieu solide a
été utilisé pour évaluer l'activité de ces fractions. Toutes les fractions testées ont montré des effets plus ou
moins important sur les quatre souches, les fractions chloroformiques E9, E10 et E8 et les fractions d'acétate
déthyle K, H et J s'avérent les plus efficaces avec une activité plus prononcée. La détermination des
Concentrations Minimales Inhibitrices a été effectuée par la méthode de microdilution en milieu liquide, les
résultats obtenus allant de 0.0078mg/ml a 2mg/ml. L’étude de ’effet des fractions actives (J, O, Q, H, I, F)
sur la cinétique de croissance des souches testées a montré des effets qui peuvent étre a la fois bactéricide et
bactériostatique.
Mots clés: Activité antibactérienne, substances bioactives, Evernia prunastri, S. aureus, aromatogramme,
CMI, cinétique de croissance.

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the antibacterial activity of chloroformic fractions and ethyl acetate
from Evernia prunastri lichen species and their effect on the growth kinetics of Staphylococcus aureus strains
(ATCC 43300, S225, S220, S56). The plate-medium aromatogram was used to evaluate the activity of these
fractions. All the fractions tested showed more or less important effects against the four strains, the
chloroformic fractions E9, E10 and E8 and the ethyl acetate fractions K, H and J proved to be the most
effective with more pronounced activity. The determination of the Minimum Inhibitory Concentrations was
carried out by the microdilution method in liquid medium; the results obtained ranging from 0.0078 mg / ml to
2 mg / ml. The study of the effect of the active fractions (J, O, Q, H, I, F) on the growth Kinetics of the tested
strains shows effects which can be both bacteriostatic and bactericid.

Key words: Antibacterial activity, bioactives substances, Evernia prunastri, S. aureus, aromatogram, MIC,

growth Kinetics.
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